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Resumo: A espectroscopia Raman é uma técnica analitica ndo destrutiva que permite a
identificacdo de moléculas e compostos quimicos com base na interacdo da luz com a
amostra. A andlise de biofluidos como a saliva é de grande interesse para a medicina
diagndstica, uma vez que podem oferecer um mapa bastante amplo do metaboloma humano.
O objetivo do estudo foi identificar os principais o espectro da saliva de individuos saudaveis
por meio da espectroscopia Raman. Para isso, foram coletadas amostras de saliva de 20
voluntarios em trés momentos diferentes, com intervalos de sete dias entre cada coleta. Os
resultados do estudo indicaram a presenca dos principais picos correspondentes a saliva
humana saudavel, com espectros sugestivos de moléculas conhecidamente presentes neste
fluido. Essas moléculas sdo importantes para o funcionamento do organismo, estando
envolvidas em processos como a sintese de proteinas, neurotransmissao e sinalizacédo celular.
Portanto, a espectroscopia Raman pode ser uma técnica promissora para a analise de
biofluidos complexos como a saliva, permitindo a identificacdo de moléculas importantes
para o diagndstico de doencas e avaliacdo da salide humana.
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Survey of the Spectrum of Human saliva using Raman Spectroscopy

Abstract: Raman spectroscopy is a non-destructive analytical technique that allows the
identification of molecules and chemical compounds based on the interaction of light with the
sample. The analysis of biofluids such as saliva is of great interest for diagnostic medicine, as
they can offer a very broad map of the human metabolome. The objective of the study was to
identify the main spectrum of saliva from healthy individuals using Raman spectroscopy. For
this, saliva samples were collected from 20 volunteers at three different times, with seven-day
intervals between each collection. The results of the study indicated the presence of the main
peaks corresponding to healthy human saliva, with spectra suggestive of molecules known to
be present in this fluid. These molecules are important for the functioning of the organism,
being involved in processes such as protein synthesis, neurotransmission and cell signaling.
Therefore, Raman spectroscopy can be a promising technique for the analysis of complex
biofluids such as saliva, allowing the identification of important molecules for disease
diagnosis and human health assessment.
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Introducéo

A analise por espectroscopia Raman de amostras bioldgicas se da atraves da excitagdo
das amostras na faixa do infravermelho proximo, onde o espalhamento Raman evidencia as
vibragdes das ligagdes quimicas moleculares presentes no biomaterial, se apresentando com

bandas de diferentes niveis de energia. Desta forma, é possivel extrair dados sobre a
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composicado quimica das amostras, gerando 0 que se chama de “impressdo digital molecular”,

permitindo caracterizar diversos componentes bioguimicos [1].

A espectroscopia Raman apresenta-se como uma nova perspectiva na analise dos
componentes moleculares de diferentes biofluidos e biotecidos de forma néo invasiva. Por ndo
depender de reacGes e analises quimicas e enzimaticas, permite que o procedimento seja feito
em tempo real e sem desperdicios, por necessitar apenas de uma amostra minima para ser
realizada. A espectroscopia Raman, utilizada como bidpsia Optica, permite avaliacdo
morfologica e bioquimica do material, com uma ampla aplicabilidade nas mais diversas areas
da medicina e saude, como, investigacdo e diagnosticos de canceres de pele, gastrointestinais,
mama, pulmao, prostata, laringe, identificar placas de aterosclerose, assim como estudo de
celulas, virus e bactérias [3-5]. A técnica pode ser muito Util para investigar alteragdes no
metabolismo humano e tem ganhado muito destaque no monitoramento de biofluidos [6].

A saliva é uma mistura das secrecdes das glandulas salivares, transuda¢des da mucosa
oral, fluido gengival, soro e derivados do sangue provenientes das feridas orais, descamacao
epitelial das células da mucosa, secregdes brénquicas e nasais expectoradas, bactérias e
produtos bacterianos, virus e fungos, assim como outros componentes celulares, além de
restos de alimentos. Trata-se de um fluido complexo contendo horménios, proteinas, enzimas,
anticorpos, constituintes antimicrobianos e citocinas [7].

Desde o principio a saliva foi considerada um bom marcador da satde bucal, porém
com 0s avancgos tecnoldgicos ela passou a ser comparada com 0s niveis séricos, e considerada
como um 6timo marcador da saude geral de um individuo [7,8]. Assim, existe uma
necessidade de otimizacdo dos protocolos de andlise de amostras de saliva, e a técnica de
espectroscopia Raman é uma candidata para esses protocolos de analise. A maioria dos
estudos relatados concentraram-se em proteinas individuais sob condicdes especificas [9].

Objetivos

Este estudo tem o objetivo de contribuir para o banco de informagdes sobre os
componentes da saliva humana por espectroscopia Raman, com enfoque em individuos
sadios, a fim de favorecer a literatura sobre o tema e investigar os padroes médios destes

componentes em uma populacgéo.

Materiais e Métodos
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Neste estudo 20 voluntarios foram convidados a participar onde o critério de inclusdo

foi de que os individuos possuissem mais de 18 anos, aceitassem se submeter a todas as
coletas, os critérios de exclusdo foram individuos com doencas ja conhecidas ou que
apresentassem indicios de doencas. Os métodos da pesquisa foram aprovados pelo Comité de
Etica da Universidade Anhembi Morumbi (UAM) (CAAE No. 56270322.8.0000.5492), com
todos os voluntarios assinando o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido a respeito dos
procedimentos relativos a esta pesquisa. Todos os voluntérios eram alunos do curso de
quiropraxia promovido pela UAM, Séo Paulo, SP.

Foram organizadas coletas de saliva em trés fases com 7 dias de intervalo entre cada
coleta. Todas as coletas foram realizadas entre as 7h30 e 10h00 e ndo foi solicitado aos
voluntarios que se apresentassem em jejum.

Para as coletas foi solicitado que os voluntarios colocassem em torno de 5 a 10 mL de
saliva em tubos Falcon de 50 mL com tampa. Logo ap06s serem coletados, os tubos foram
devidamente fechados e imediatamente congelados em refrigerador a —20 °C, estas amostras
foram mantidas congeladas por todo o periodo de coleta e por 20 dias decorrentes totalizando
35 dias. Apds este periodo todas as amostras foram descongeladas simultaneamente em
temperatura ambiente no dia da realizacdo da coleta dos espectros Raman no laboratério da
UAM em Séo Jose dos Campos, SP.

Os espectros foram obtidos por meio de uma sonda Raman conectada a um
espectrometro Raman. O espectrometro (modelo Dimension P-1, Lambda Solutions, MA,
EUA) é composto por um laser de diodo (830 nm) acoplado a uma sonda Raman (modelo
Vector Probe, Lambda Solutions). A sonda esta conectada a um espectrégrafo, que coleta o
espectro Raman na regido da impressdo digital (400 a 1800 cm™). A poténcia do laser foi
ajustada para 300 mW e o tempo de acumulacéo para coletar o sinal Raman foi definido para
30 s. Espectros em triplicata foram obtidos.

Resultados e Discussdo

Foram avaliados 20 voluntarios em trés dias diferentes: amostras dos Grupos I, Il e 111.
Como os resultados foram pareados, trés voluntarios foram excluidos do estudo devido a falta
em uma das coletas. Logo, restaram 17 voluntarios, sendo 8 do sexo feminino e 9 do sexo
masculino, com uma média de idade de 32,4 anos, uma moda de idade de 21 anos e uma
mediana de idade de 23 anos, caracterizando uma amostra de voluntarios equilibrada entre os
sexos, porem bastante jovens. Alguns voluntarios ultrapassando os 50 anos de ambos 0s
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sexos. Foram consideradas portanto 17 amostras em cada coleta, nos grupos I, 1l e 1lI,

totalizando 51 amostras de saliva utilizadas. As amostras foram submetidas a coleta de
espectros Raman, com trés coletas de cada amostra, resultando em 153 espectros.

A fim de melhorar a observacdo dos picos caracteristicos da amostra, foi obtido um
espectro da agua e este espetro foi subtraido de cada um dos espectros da saliva (espectro das
substancias presentes na saliva sem interferéncia da agua). A Figura 1 apresenta o espectro da
saliva com o “background” da agua, o espectro da agua e o espectro apés a subtracdo. A

Figura 2 apresenta o espectro médio da saliva apds a subtracdo do espectro da agua.
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Figura 1. Espectro Raman da saliva (A), espectro Raman da agua (B) e espectro Raman da
saliva apds a subtracdo do espectro da agua (C).
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Figura 2. Espectro médio de todas as amostras de saliva com o0s picos destacados.

O espectro Raman médio da saliva da Figura 2 demonstrou picos em 877 cm™, que
podem ser atribuidos ao anel aromatico do triptofano e tirosina [10,11], pico em de 929 cm™,
compativel com pico do aminoacido arginina [6], pico em 1003 cm™, que pode ser atribuido

ao anel aromatico da fenilalanina [12], picos em 1313 até 1457 cm™, que podem ser devido &s
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vibracbes de estiramento e deformacgdo dos grupos metileno (CH2) e metil (CH3) tanto de

proteinas celulares e enzimaticas quanto de lipidios [13].

Os componentes bioquimicos descritos acima se somam para criar um descritivo da
saliva humana e contribuem para o esforgo da caracterizacdo e criacdo de um banco de dados
do metaboloma humano, esforco este que com o aumento do volume de dados compilando as
informacdes criadas por varios pesquisadores ampliam a fronteira do uso da saliva tanto como
um biomarcador para a salde quanto para o estabelecimento da espectroscopia Raman como

meio diagnostico na medicina.

Concluséo

O espectro Raman evidenciado por este estudo se assemelha aos descritos na literatura
e sugere a presenca de aminoécidos, proteinas e lipidios. Este estudo se propde a estabelecer
padrdes espectrais Raman da saliva humana com finalidade de uso dessa informacdo espectral
em diagnostico médico. A saliva é um biofluido de facil obtencdo e sua caracterizacdo podera
auxiliar na determinacdo do metaboloma humano com vistas ao diagnostico de alteracbes

metabolicas locais ou sistémicas.
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